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Nanotehnologija ima že vrsto let pomembno vlogo pri izdelavi kozmetičnih izdelkov. Z 
odkritjem trdnih lipidnih nanodelcev se je v kozmetiki pojavila možnost vgrajevanja 
predvsem lipofilnih kozmetično aktivnih sestavin vanje. Vgrajene v lipidne nanodelce lahko 
takšne kozmetično aktivne sestavine prodrejo globlje v kožo, se sproščajo skozi daljši čas in 
so bolj stabilne. Med tovrstne kozmetično aktivne sestavine spada tudi koencim Q10, ki je 
postal pomembna sestavina kozmetičnih izdelkov proti staranju kože. V trdne lipidne 
nanodelce običajno vgrajujemo oksidirano obliko koencima Q10, ki se po dermalni uporabi 
v koži pretvori v reducirano obliko, ki ima antioksidativno delovanje.  
Glavni cilj diplomske naloge je bil izdelati stabilno disperzijo trdnih lipidnih nanodelcev z 
vgrajeno reducirano obliko Q10. Ker je bil koencim Q10 komercialno dostopen v oksidirani 
obliki, smo se najprej osredotočili na pripravo reduciranega koencima Q10. Postopek 
redukcije smo optimizirali s prilagajanjem koncentracije vhodnega koencima Q10, mase 
reducenta NaBH4 in ostalih parametrov. Z metodo tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti smo vrednotili vsebnost obeh oblik koencima Q10 v vzorcu po redukciji ter 
določali uspešnost redukcije. Le-ta je bila uspešna, če smo dosegli vsaj 95 % delež 
reduciranega koencima Q10. Dokazali smo ustreznost metode priprave vzorca trdnih lipidnih 
nanodelcev za analizo s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti ter ugotovili, da pride 
do izgub koencima Q10 med izdelavo trdnih lipidnih nanodelcev, a vzroka nismo uspeli 
identificirati. Po izdelavi trdnih lipidnih nanodelcev z metodo soniciranja taline lipida v 
vodno fazo stabilizatorja smo vrednotili njihove fizikalne lastnosti. Ugotovili smo, da je 
povprečna velikost trdnih lipidnih nanodelcev brez učinkovine 132,7 nm, po vgradnji 
kozmetično aktivne sestavine in dodatku hidrofilnega antioksidanta v disperzijo pa je bila 
velikost večja, a še vedno v nanometrskem območju. Njihov zeta potencial je bil manj 
negativen, kar kaže na slabšo elektrostatsko stabilizacijo disperzije trdnih lipidnih 
nanodelcev. Zaključimo lahko, da nismo uspeli izdelati stabilne disperzije trdnih lipidnih 
nanodelcev z vgrajeno reducirano obliko koencima Q10, smo pa uspešno reducirali 
komercialno dostopen koencim Q10 in dokazali, da pride do izgub koencima Q10 med 
izdelavo trdnih lipidnih nanodelcev. Pri reducirani obliki Q10 je vzrok za neuspešno vgradnjo 
verjetno njena nestabilnost, medtem ko pri oksidirani obliki Q10 vzroka za nizko vgradnjo 
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ABSTRACT 
Nanotechnology plays an important role in production of modern cosmetic products. The 
discovery of solid lipid nanoparticles opened the possibility of incorporating mainly 
lipophilic cosmetically active ingredients in them. Cosmetically active ingredients 
incorporated in solid lipid nanoparticles can penetrate deeper into the skin, be released over 
a longer period of time and are more stable. Coenzyme Q10 is a cosmetically active 
ingredient, important in anti-aging skincare. It is usually incorporated into solid lipid 
nanoparticles in its oxidized form and converted to a reduced form which has antioxidant 
activity after dermal application. 
The aim of this thesis was to produce a stable dispersion of solid lipid nanoparticles with 
incorporated reduced form of coenzyme Q10. Coenzyme Q10 was commercially available 
only in its oxidized form so we first focused on preparation of the reduced form of coenzyme 
Q10. We optimized the reduction process by adjusting the starting concentration of coenzyme 
Q10 and the mass of reducing agent NaBH4, as well as several other reaction parameters. The 
content of both forms of coenzyme Q10 in the sample after the reduction process was 
evaluated by high-performance liquid chromatography. The reduction was considered as 
successful if the sample consisted of at least 95% of the reduced form of coenzyme Q10. We 
confirmed the suitability of the method used for preparation of a sample of solid lipid 
nanoparticles for analysis with high-performance liquid chromatography. We demonstrated 
that coenzyme Q10 was lost during the preparation of solid lipid nanoparticles, but the reason 
has not been identified. Solid lipid nanoparticles were produced by sonification of the melted 
lipid into the aqueous phase with the stabilizer and their physical properties were evaluated 
afterwards. The average size of solid lipid nanoparticles without the active ingredient was 
132.7 nm. In the samples where coenzyme Q10 and hydrophilic antioxidant were added the 
average size of solid lipid nanoparticles was significantly increased but it was still in 
nanometer range. Zeta potential of solid lipid nanoparticles with coenzyme Q10 was less 
negative compared to the control sample, indicating poorer electrostatic stabilization of the 
dispersion of these solid lipid nanoparticles. We can conclude that preparation of of solid 
lipid nanoparticles with incorporated reduced form of coenzyme Q10 was not sucessful. 




that the reason for low incorporation of reduced coenzyme Q10 in nanoparticles was its loss 
during the preparation of solid lipid nanoparticles. The reason is probably its instability, 
whereas the reason for low incorporatin of the oxidized form of coenzyme Q10 was not 
identified. 





ACN  acetonitril 
AK  askorbinska kislina 
AKp  askorbilpalmitat 
AO  antioksidant 
CoQ10  koencim Q10 
EtOH abs. brezvodni etanol 
EtOH  etanol 
GSH  glutation 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high-performance liquid 
chromatography) 
KAS  kozmetično aktivna sestavina 
KI  kozmetični izdelek 
MeOH  metanol 
MF  mobilna faza 
oQ10  oksidirana oblika koencima Q10 
PAS  površinsko aktivna snov 
PCS  fotonska korelacijska spektroskopija (ang. photon correlation spectroscopy) 
PDI  polidisperzni indeks 
R2  determinacijski koeficient 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species) 
rQ10  reducirana oblika koencima Q10 
RSD  relativni standardni odklon 
SLN  trdni lipidni nanodelci (ang. solid lipid nanoparticles) 
THF  tetrahidrofuran 





1.1. Trdni lipidni nanodelci 
Nanodostavni sistemi imajo pomembno vlogo pri izdelavi sodobnih kozmetičnih izdelkov 
(KI). Poznamo več različnih vrst nanodostavnih sistemov, kot so liposomi, nanoemulzije, 
anorganski nanodelci, polimerni nanodelci, nanokapsule. V kozmetologiji so kot nosilci 
kozmetično aktivnih sestavin aktualni predvsem trdni lipidni nanodelci (SLN). Te so  razvili 
v začetku 90ih let prejšnjega stoletja kot izboljšavo liposomov. Njihova prednost pred 
liposomi je večja stabilnost vgrajene kozmetično aktivne sestavine (KAS) in boljša fizikalna 
stabilnost v formulaciji. SLN so poenostavljeno emulzije o/v, pri katerih je kot oljna faza 
namesto pri sobni temperaturi tekočega lipida uporabljen pri sobni in telesni temperaturi 
trden lipid. Trdno agregatno stanje lipida zagotavlja boljšo zaščito KAS, nadzor nad njenim 
sproščanjem ter izboljšano fizikalno stabilnost v formulaciji. Povprečna velikost delcev v 
disperziji SLN je običajno od 40 nm do 1000 nm. Delci so sferične oblike in so sestavljeni 
iz lipida, ki je pri telesni temperaturi v trdni obliki, ter prekriti s slojem površinsko aktivne 
snovi (PAS). Pravilna izbira lipida in PAS vpliva na fizikalno-kemijske lastnosti delcev, kot 
so velikost delcev, učinkovitost vgrajevanja in stabilnost KAS v formulaciji. Ker pa v SLN 
zaradi trdnega lipida ni mogoče vgraditi večjih količin KAS, so kasneje razvili drugo 
generacijo trdnih lipidnih nanodelcev, in sicer nanostrukturirane lipidne nosilce, ki poleg 
trdnega v strukturi vsebujejo še tekoč lipid (1, 2). 
1.1.1. Sestavine za izdelavo trdnih lipidnih nanodelcev 
Osnovne sestavine disperzije SLN so lipid, PAS, voda in KAS. Podobo kot nanoemulzije 
o/v, imajo tudi disperzije SLN notranjo lipidno fazo, kjer je vgrajena lipofilna aktivna 
sestavina in je stabilizirana s slojem stabilizatorja, ter zunanjo vodno fazo (slika 1) (3). 
 





Glede na to, da so v roženi plasti epidermalni lipidi prisotni v visokih koncentracijah, se 
lahko SLN adherirajo na površino kože in tako omogočijo izmenjavo lipidov med zgornjimi 
plastmi kože in dostavnim sistemom. Prav zato je tudi pomembno, da so lipidi, ki jih 
uporabljamo za izdelavo SLN, fiziološko sprejemljivi. Uporabljamo predvsem mono-, di- in 
trigliceride (gliceriltrimiristat, gliceriltripalmitat, glicerilmonostearat, glicerilmonobehenat), 
višje maščobne kisline (miristinska kislina, palmitinska kislina) in voske (cetilpalmitat). 
Delež lipida v disperziji SLN je 0,1 – 30 % (m/m) (5). 
1.1.1.2. Površinsko aktivne snovi 
Za zagotavljanje fizikalne stabilnosti disperzij SLN lahko uporabimo več vrst PAS, 
posamezno ali v kombinaciji. Najpogosteje so v uporabi poloksamer 188, polisorbat 80 in 
lecitin. Za stabilizacijo vsebuje disperzija SLN običajno 0,5 – 5 % (m/m) PAS. 
Koncentracija stabilizatorja je pomembna, saj ga mora biti dovolj, da prekrije na novo 
nastale površine delcev med izdelavo SLN in s tem prepreči združevanje in rast delcev (1, 
6). 
1.1.2. Izdelava trdnih lipidnih nanodelcev 
1.1.2.1. Homogenizacija pod visokim tlakom 
SLN lahko izdelamo z vročo ali hladno homogenizacijo pod visokim tlakom. Pri obeh 
metodah KAS raztopimo ali dispergiramo v lipidu pred samim začetkom homogeniziranja. 
Prednosti izdelave SLN po tej metodi so možnost industrijske proizvodnje in odsotnost 
organskih topil pri njihovi izdelavi (2). 
Vroča homogenizacija poteka pri temperaturi, ki je višja od temperature tališča izbranega 
lipida. KAS raztopimo ali dispergiramo v lipidu in združimo z vodno fazo z raztopljenim 
stabilizatorjem. Obe fazi, segreti na isto temperaturo, združimo, kar vodi v nastanek pred-
emulzije. Nato sledi homogenizacija pod visokim tlakom in ohlajanje, na koncu katerega 
dobimo disperzijo SLN. Težave, ki se pojavijo pri izdelavi SLN po tej metodi, so potencialna 
nestabilnost KAS zaradi povišane temperature, prehod KAS v vodno fazo med 
homogenizacijo in kompleksnost kristalizacije lipidov iz nanoemulzije, ki vodi v različne 
polimorfne modifikacije trdnega lipida (2).  
Zgoraj naštetim težavam, ki so povezane predvsem s povišano temperaturo, pri kateri poteka 




in lipida ohladimo v tekočem dušiku. Sledi mletje trdnega lipida v vodni raztopini 
stabilizatorja, pri čemer dobimo lipidne mikrodelce. Tako pripravljeno disperzijo lipidnih 
mikrodelcev nato homogeniziramo pod visokim tlakom (1, 2).  
1.1.2.2. Emulgiranje in odparevanje topila 
Pri tej metodi najprej raztopimo lipid v organskem topilu, ki se ne meša z vodo, nato 
raztopino lipida emulgiramo v vodo fazo s stabilizatorji, tako da nastane emulzija tipa o/v. 
Sledi odparevanje organskega topila pri znižanem tlaku, kar vodi v nastanek disperzije 
nanodelcev v vodni fazi. V nasprotju s homogenizacijo pod visokim tlakom pri tej metodi ni 
termičnega stresa. Slabost metode pa je uporaba organskih topil in možnost zaostanka le-teh 
v končni formulaciji, zaradi česar to metodo izdelave SLN manj uporabljamo (2). 
1.1.2.3. Metoda izdelave SLN iz mikroemulzije 
Pri tej metodi izhajamo iz mikroemulzije tipa o/v, ki jo pripravimo pri povišani temperaturi 
(65-70 °C) in jo dispergiramo v hladno vodo (2-3 °C) v razmerju 1:25 do 1:50 
(mikroemulzija:voda). Temperaturni šok povzroči, da se lipid strdi, pri čemer iz kapljic 
lipida v mikroemulziji nastanejo SLN. Slabost metode je, da je končna formulacija zelo 
razredčena (1, 7). 
1.1.2.4. Homogenizacija s homogenizatorjem rotor-stator in ultrasoniciranjem  
Izdelava SLN po tej metodi je relativno enostavna, vendar rezultati niso predvidljivi. Lipid 
dispergiramo v vodno fazo s stabilizatorjem z uporabo homogenizatorja rotor-stator (slika 
2) ter tako pripravimo emulzijo. Po soniciranju nastane nanoemulzija in po ohlajanju 
disperzija SLN. Z ultrasoniciranjem večje kapljice razbijemo na manjše, pri čemer večinoma 
nastanejo kapljice nanometrskih velikosti (možno pa je, da so prisotne tudi mikrometrske 
kapljice). Končna velikost delcev in polidisperzni indeks sta odvisna od več parametrov, kot 
so čas in jakost homogeniziranja ter čas ohlajanja, zato je pomembno metodo individualno 






Slika 2: Homogenizacija s homogenizatorjem rotor-stator in ultrasoniciranjem; prirejeno po (8). 
1.1.3. Prednosti trdnih lipidnih nanodelcev 
1.1.3.1. Upočasnjeno sproščanje kozmetično aktivne sestavine  
Hitrost sproščanja KAS je odvisna od deleža lipida in KAS v SLN. Narava KAS in razmerje 
med KAS in lipidom določata, kam v nanodelcu se bo vgradila aktivna sestavina. Če je 
razmerje optimalno, se KAS in lipid med ohlajanjem oborita sočasno, kar vodi v homogeno 
porazdelitev KAS v trdnem lipidnem delcu. Sproščanje KAS iz SLN je zakasnjeno v 
primerjavi s sproščanjem iz emulzije, saj je zaradi trdnega lipida KAS imobilizirana in se 
zato težje sprošča. Hitrost sproščanja KAS je odvisna tudi od metode izdelave in sestave ter 
vsebnosti PAS v formulaciji (5, 9). 
1.1.3.2. Okluzija in hidratacija kože 
SLN po nanosu na koži tvorijo hidrofoben okluzivni film. Stopnja okluzije se spreminja 
glede na velikost delcev. Pri manjših delcih izhlapi iz kože manj vode, pri večjih delcih pa 
bo bariera iz SLN, ki preprečuje izhlapevanje vlage, slabša. Primerjava slojev nanodelcev in 
mikrodelcev na koži je pokazala, da je okluzija večja pri filmu iz nanodelcev zaradi manjših 
por v sloju, ki ga delci tvorijo na koži, kar vodi v manjšo izgubo vlage (slika 3). Raziskava, 
izvedena in vivo na 25 prostovoljcih, je pokazala, da dodatek SLN v komercialno formulacijo 
kozmetičnega izdelka poveča hidratacijo kože za 32 %, medtem ko ista formulacija brez 
SLN poveča hidratacijo le za 24 %. Raziskavo so izvajali štiri tedne, in sicer so dvakrat na 
dan na levo podlaket nanesli komercialno dostopni KI, na desno podlaket pa isti izdelek z 





Slika 3: Okluzivni učinek glede na velikost delcev na površini kože; prirejeno po (5). 
1.1.3.3. Kemijska stabilnost KAS v SLN 
Trdno ogrodje SLN zaščiti KAS pred kemijsko nestabilnostjo npr. hidrolizo ali oksidacijo, 
kar je bilo dokazano npr. za  tokoferol, retinol in koencim Q10 (CoQ10). Lipidno ogrodje 
stabilizira KAS v dostavnem sistemu. Pri tem je pomembna izbira lipida, saj se KAS med 
shranjevanjem ne sme sproščati iz lipidnih delcev (6). 
1.1.3.4. Izboljšana penetracija kozmetično aktivne sestavine v kožo 
Penetracijo KAS so v in vivo-raziskavi ugotavljali s pomočjo odstranjevanja plasti kože z 
adhezivnim trakom Tesa (ang. tape stripping). Proučevali so penetracijo CoQ10, 
raztopljenega v izopropanolu in tekočem parafinu, ter penetracijo CoQ10 iz vodne disperzije 
SLN v kožo. Učinkovitost penetracije so določili glede na količino CoQ10 v posameznem 
adhezivnem traku glede na celokupno količino KAS v vseh adhezivnih trakovih. Ugotovili 
so, da CoQ10 bolj učinkovito prodira skozi roženo plast kože, če je vgrajen v SLN. Pri KI je 
pomembno, da KAS prodre dovolj globoko v kožo, kjer učinkuje, vendar ne pregloboko, da 
ne bi prišlo do absorpcije v sistemski krvni in limfni obtok. Študije so pokazale, da je stopnja 
penetracije odvisna od kemijske sestave formulacije, sposobnosti tvorbe okluzivnega filma 
na koži in s tem povezane hidratacije ter interakcij komponent SLN (lipidi in PAS) z lipidi 




1.1.4. Uporaba SLN v kozmetiki 
SLN v kozmetologiji uporabljamo kot dostavne sisteme za različne, predvsem lipofilne, 
KAS. Njihovo uporabo proučujejo za dostavo KAS v izdelkih proti staranju kože, za 
preprečevanje aken, za zaščito pred soncem in drugih. Lipidni nanodelci, ki jih uporabljamo 
v KI za zaščito pred soncem, imajo dokazano sinergistično delovanje z organskimi UV-filtri, 
saj sipajo svetlobo. Zaradi tega lahko formulacija vsebuje manjšo koncentracijo 
uporabljenega kemičnega UV-filtra. Posledično torej SLN omogočajo izdelavo KI s 
potencialno manj neželenimi učinki, ki so povezani z visoko vsebnostjo kemičnih UV-
filtrov, in potencialno nižjo ceno. SLN kot dostavni sistem za KAS omogočajo podaljšano 
sproščanje KAS v primerjavi npr. z nanoemulzijo o/v, v kateri je KAS vgrajena v oljni fazi. 
V študiji in vitro so v testno tubo (brez membrane) nanesli oljno fazo in pod njo 
nanoemulzijo ali disperzijo SLN z vgrajenimi UV-filtri. Po 4 urah se je iz nanoemulzije tipa 
o/v sprostilo 6,5 % KAS za zaščito pred soncem, medtem ko se je iz SLN sprostilo samo 3,1 
% KAS (5, 10). 
Podaljšano sproščanje KAS iz SLN pa ima pomembno vlogo tudi pri izdelavi parfumov. 
Parfum s SLN lahko nanašamo le enkrat na dan, saj sproščanje v SLN vgrajenih aromatičnih 
sestavin traja več ur. To so dokazali v raziskavi, kjer so primerjali sproščanje aktivnih 
sestavin iz SLN in emulzije o/v. V prvih treh urah po nanosu je bil profil sproščanja pri obeh 
formulacijah podoben, saj so se aromatične sestavine sproščale iz zunanjega sloja delcev in 
iz oljne faze emulzije. V naslednjih 6 urah pa se je pokazala razlika, saj se je iz oljne faze 
emulzije sprostilo 100 % aromatičnih sestavin, iz SLN pa samo 75 % (5). 
1.1.5. Vrednotenje trdnih lipidnih nanodelcev 
Za vrednotenje velikosti SLN lahko uporabljamo spektroskopske in mikroskopske metode. 
Od metod, ki temeljijo na sipanju svetlobe, uporabljamo fotonsko korelacijsko 
spektroskopijo (PCS) in lasersko difrakcijo. Za določanje velikosti in strukturnih lastnosti 
nanodelcev pa od mikroskopskih metod uporabljamo presevno in vrstično elektronsko 
mikroskopijo ter mikroskopijo na atomsko silo (7). 
PCS je metoda za določanje velikosti delcev, manjših od 1 µm, ki temelji na dinamičnem 
sipanju svetlobe. Le-to določamo z merjenjem spremembe intenzitete sipane svetlobe zaradi 
Brownovega gibanja delcev. Za velike delce je značilno počasno Brownovo gibanja, pri 
manjših pa je to gibanje hitrejše. Iz tega lahko z uporabo Stokes-Einsteinove enačbe 




delcev je odvisna od temperature, viskoznosti medija in velikosti delcev. PCS meri 
intenziteto sipane svetlobe v odvisnosti od časa. Iz korelacijske funkcije poleg povprečne 
hidrodinamske velikosti delcev dobimo tudi oceno širine porazdelitve velikosti delcev, ki jo 
podaja polidisperzni indeks (PDI). Le-ta ima vrednosti 0-1. Če je PDI blizu 0, je vzorec 
monodisperzen, obratno pa, če je vrednost bližje 1, kaže na polidisperznost vzorca (11).  
Poleg povprečnega premera delcev in PDI, delcem v disperziji merimo tudi zeta potencial 
(ZP), ki je ocena za naboj na površini delcev. Večji kot je naboj na delcih, večji je 
elektrostatski odboj med delci, kar običajno pomeni večjo fizikalno stabilnost disperzije. 
Električni dvosloj, ki obdaja nabit delec v disperziji, je sestavljen iz dveh slojev, in sicer 
notranjega, kjer so nasprotno nabiti ioni tesno vezani na površino nabitega delca, ter 
zunanjega (difuznega) sloja, ki sestoji iz nasprotno in delcu enako nabitih ionov. 
Elektrostatske interakcije so v difuzni plasti manj močne kot v notranji plasti. ZP določamo 
z merjenjem elektroforezne mobilnosti nabitih delcev v električnem polju. Nabiti delci v 
električnem polju potujejo proti nasprotno nabiti elektrodi. Med tem potovanjem delci 
izgubijo del nasprotno nabitih ionov iz difuzne plasti, s čimer pridobijo naboj. Električni 
potencial na tej mejni (strižni) površini se imenuje ZP. Kadar je ZP manjši od -30 mV ali 
večji od 30 mV, je elektrostatsko stabilizirana disperzija fizikalno stabilna, saj je takrat 
elektrostatski odboj med dispergiranimi delci dovolj velik, da ne pride do njihovega 
združevanja (11). 
 
1.2. Koencim Q10 
Koencim Q je naravno prisoten v vsaki živi celici. Kemijsko je to 2,3-dimetoksi-5-metil-6-
poliizoprenil-1,4-benzokinon s poliizoprensko verigo, ki je dolga 6-10 enot. Pri večini 
sesalcev najdemo koencima Q9 in Q10, pri ljudeh pa je prisoten le CoQ10. CoQ10 je zaradi 
dolge nepolarne stranske verige lipofilna molekula. Zaradi hidrofobne narave je lahko CoQ10 
naravno prisoten v treh oblikah, in sicer v obliki micelnih agregatov, vključen v lipidne 
membrane ali vezan na proteine. CoQ10 obstaja v redoks ravnotežju: oksidiran Q10 (oQ10, 
ubikinon), semikinon in reduciran Q10 (rQ10, ubikinol). Ko oQ10 sprejme dva elektrona in 
dva protona, se reducira v ubikinol. Semikinon pa nastane, ko rQ10 odda en sam elektron oz. 
ko oQ10 sprejme en elektron (slika 4). CoQ10 ima ključno vlogo v kompleksih mitohondrijske 




prenaša elektrone iz kompleksa I in II do kompleksa III tako, da prehaja iz oksidirane v 
reducirano obliko preko semikinonskega intermediata (12, 13).  
 
Slika 4: Redoks cikel CoQ10; prirejeno po (14). 
1.2.1. Staranje kože 
Procesi fiziološkega staranja in fotostaranja so povezani s povečanim obsegom oksidacijskih 
procesov v celicah, do česar pride tudi zaradi zmanjšanja ravni endogenega antioksidanta 
CoQ10 v celicah. Staranje kože je zapleten proces, ki obsega učinke fiziološkega in 
fotostaranja ter ostalih dejavnikov, ki prispevajo k staranju kože, kot so kajenje, 
izpostavljenost reaktivnim kisikovim zvrstem (ROS) in določenim kemikalijam. Posledice 
so sprememba strukture, funkcije in videza kože. Za fiziološko oziroma intrinzično staranje, 
ki je posledica notranjih (telesnih) dejavnikov, velja, da se s starostjo zmanjšuje kapaciteta 
antioksidantov (AO) v koži. Posledično je koža bolj podvržena oksidativnemu stresu, ki 
prizadene celične membrane, proteine in DNA. Če pride do poškodb v zarodni plasti 
epidermisa, kjer poteka hitro razmnoževanje celic, lahko v skrajnem primeru pride tudi do 
nastanka kožnega raka. Za ekstrinzično staranje ali fotostaranje kože, kjer nastopi staranje 
zaradi zunanjih dejavnikov, je odgovornih več procesov. To so lahko neposredne 
fotokemične reakcije ali posredne reakcije zaradi ROS in drugih radikalov, ki povzročijo 
oksidacijo lipidov, proteinov in DNA. Glavni povzročitelj teh reakcij je sončna (UVA in 
UVB) svetloba. Do poškodb pride predvsem ob daljši izpostavitvi nezaščitene kože UV-
svetlobi. Takrat se v koži začne pojavljati oksidativni stres, ki vodi v upadanje vseh funkcij 
kože zaradi sprememb v njeni strukturi. Ključne so poškodbe mitohondrijske DNA in s tem 




celic, da obnovijo svojo raven AO. Pomanjkanje AO vodi celice v oksidativni stres in v 
skrajnem primeru v njihov propad (15).  
1.2.2. Antioksidativno delovanje koencima Q10 
Za zaščito pred oksidativnim stresom v koži, ki je posledica izpostavitve UV-svetlobi in 
endogenega metabolizma celic, delujejo encimski in neencimski antioksidativni mehanizmi. 
Med encime, ki preprečujejo radikalske in druge z ROS povzročene poškodbe, spadajo 
superoksid dismutaza, katalaza in glutation peroksidaza. CoQ10 in drugi antioksidanti (npr. 
vitamina E in C) prav tako delujejo proti oksidativnim poškodbam v koži. CoQ10 se mora v 
koži pretvoriti iz oksidirane v reducirano obliko, da lahko deluje kot lovilec radikalov in 
preprečuje lipidno peroksidacijo. Na tržišču že obstajajo prehranska dopolnila z ubikinolom, 
pri katerih pretvorba v reducirano obliko CoQ10 po zaužitju ni potrebna. Dodatno je 
absorpcija rQ10 boljša kot absorpcija oksidirane oblike. Stocker je dokazal, da rQ10 reagira s 
peroksilnimi radikali, poleg tega pa pretvori α-tokoferilni radikal v α-tokoferol, torej je 
odgovoren za regeneracijo aktivne oblike vitamina E (13, 16, 17).  
V telesu je raven CoQ10 najvišja v organih z visoko stopnjo metabolizma, kot so srce, ledvice 
in jetra, kjer ima CoQ10 vlogo transportne molekule za energijo. CoQ10 je večinoma prisoten 
v reducirani obliki. V koži, kjer ima CoQ10 tudi vlogo antioksidanta, pa najdemo desetkrat 
višje vrednosti CoQ10 v epidermisu v primerjavi z dermisom (16, 18).  
V raziskavi ugotavljanja učinkovitosti CoQ10 kot antioksidanta so najprej izmerili raven 
aktivnosti fosfotirozin kinaze in glutationa, ki sta pokazatelja oksidativnega stresa v 
keratinocitih. Raziskavo so izvedli in vitro na celičnih kulturah. V primeru 30-min 
izpostavitve keratinocitov raztopini 1 mM vodikovega peroksida se je aktivnost fosfotirozin 
kinaz povečala, raven glutationa pa zmanjšala za približno 20 %. Ob dodatku 150 µM CoQ10 
pa je prišlo do zmanjšanja aktivnosti fosfotirozin kinaz, nivo glutationa pa se je povečal. Ti 
poskusi nakazujejo, da CoQ10 pomaga pri zmanjševanju oksidativnega stresa, če prehaja v 
žive plasti kože. Za potrditev te trditve so v raziskavi uporabili prašičjo kožo kot zelo dober 
približek človeški. Raven CoQ10 v koži so vrednotili s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (HPLC). Po aplikaciji etanolne raztopine CoQ10 je le-ta prehajal v roženo plast. 
Nadalje so prisotnost CoQ10 izmerili še v živih plasteh epidermisa, kamor je prodrlo 20 % 
in v dermisu (2 %), kar dokazuje, da lahko CoQ10 v etanolnem vehiklu prehaja do plasti živih 




Za klinično oceno učinka CoQ10 na obrazne gube so opravili raziskavo na 30 prostovoljkah, 
starih od 27 do 61 let. Preiskovanke so na obraz dvakrat dnevno 3 mesece nanašale kremo z 
1 % CoQ10 ali placebo kremo. Vizualno vrednotenje gub je opravil dermatolog glede na 
standarde za stopnjo izraženosti gub. Zmanjšanje gub so vizualno potrdili pri skupini, ki je 
uporabljala kremo s CoQ10, pri kontrolni skupini pa ni bilo opaziti razlik v globini gub pred 
in po uporabi kreme (19).  
 
1.3. Koencim Q10 v trdnih lipidnih nanodelcih 
V raziskavi z naslovom Razvoj in vrednotenje hidrogela s SLN z vgrajenim CoQ10 za 
povečano dermalno dostavo učinkovine so vrednotili uspešnost SLN kot dostavnega sistema 
za CoQ10. V in vitro-raziskavi v 24 urah niso zaznali difuzije CoQ10 v receptorski del 
difuzijske celice. V poskusu so uporabili podganjo kožo iz predela trebuha, ki so jo vpeli v 
Franzovo difuzijsko celico. V donorski del so nanesli 600 µL različnih formulacij (raztopino 
CoQ10 v 5 % Labrasolu, gel s CoQ10, SLN s CoQ10 in gel s SLN s CoQ10). Po 24 urah so 
naredili ekstrakcijo CoQ10 iz kože. Prodiranje v kožo je bilo povečano pri formulacijah, ki 
so vsebovale CoQ10 v SLN, kar je bilo pričakovano zaradi prisotnosti majhnih lipofilnih 
delcev, ki so bili v tesnem stiku z roženo plastjo kože, kar je povzročilo povečano prehajanje 
CoQ10 v kožo. V raziskavi so tako zaključili, da SLN omogočajo uspešno dostavo CoQ10 v 





2. Namen dela 
CoQ10 je endogeni antioksidant, katerega količina v koži in drugje v telesu z leti upada. Prav 
zato je smiselno uporabljati izdelke s CoQ10. V telesu se koencim Q10 nahaja v treh oblikah, 
in sicer v oksidirani, reducirani in v obliki semikinona, ki prehajajo ena v drugo. 
Antioksidativno delovanje v koži ima reducirana oblika CoQ10, zato je smiselno vnašati v 
telo oz. uporabljati to obliko. Ker je rQ10 nestabilen, ga bomo vgradili v SLN, ki lahko 
zaščitijo vgrajeno KAS in imajo vrsto drugih ugodnih vplivov na kožo.  
Cilj diplomske naloge bo izdelati fizikalno stabilno disperzijo SLN z vgrajenim 
antioksidantom (rQ10) za dermalno uporabo. Oksidirano obliko Q10 bomo najprej v različnih 
koncentracijah reducirali z uporabo reducenta natrijevega borohidrida. Po optimizaciji 
postopka redukcije bomo preverili stabilnost rQ10 v raztopini. Učinkovitost redukcije bomo 
vrednotili z metodo HPLC, glede na delež rQ10 in oQ10 v vzorcu. Za zagotavljanje stabilnosti 
rQ10 pred vgradnjo v SLN bomo izbrali ustrezno topilo za raztapljanje rQ10. Po vgradnji KAS 
v SLN bomo vzorce pripravili za analizo HPLC, da ugotovimo izkoristek vgrajevanja CoQ10 
v SLN. Preverili bomo tudi, kako sam postopek priprave vzorca SLN za analizo HPLC 
vpliva na rezultat določanja vgradnje CoQ10 v SLN. 
SLN bomo izdelali s homogeniziranjem taline lipida v vodno raztopino stabilizatorjev s 
pomočjo ultrazvočne sonde. Preverjali bomo, kako dodatek antioksidantov (askorbinska 
kislina, glutation in askorbilpalmitat) vpliva na fizikalne lastnosti SLN in kemično stabilnost 
rQ10. SLN bomo s PCS določili povprečni premer delcev in porazdelitev velikosti delcev 
(polidisperzni indeks). Ugotavljali bomo tudi zeta potencial delcev, ki ga bomo merili na 
podlagi elektroforezne mobilnosti nabitih delcev v električnem polju. Primerjali bomo 
fizikalne lastnosti SLN z vgrajenim rQ10 in oQ10, njihovo fizikalno stabilnost ter vrednotili 




3. Eksperimentalni del 
3.1. Materiali 
• 6-O-palmitil-L-askorbinska kislina, C22H38O7, M = 414,53 g/mol (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
• Acetonitril, C2H3N, M = 41,05 g/mol, za HPLC (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Compritol 888 ATO, glicerol dibehenat (Gattefossé, Francija) 
• Etanol abs., C5H6O, ≥ 99,8 %, za analizo (GramMol, Hrvaška) 
• Etanol, C5H6O, 96,6 % (GramMol, Hrvaška) 
• Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA), C10H14N2Na2O8 × 2H2O, M = 372,24 
g/mol, >99 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Heksan, C6H14, M = 86,18 g/mol, ≥99 %, za analizo (Honeywell, ZDA) 
• Koencim Q10, ubidecarenone EP, C59H90O4, M = 863,34 g/mol (Farmalabor, Italija) 
• L-askorbinska kislina, C6H8O6, M = 176,12 g/mol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• L-glutation, C10H17N3O6S, M = 307,32 g/mol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Metanol, CH4O, M = 32,04 g/mol, ≥99,9 %, za analizo (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Natrijev borohidrid, NaBH4, M = 37,83 g/mol, 96 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Polisorbat 80, polioksietilen-(20)-sorbitanmonooleat (Tween 80, Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
• Poloksamer 188 (Lutrol® F68, BASF, Nemčija) 
• Tetrahidrofuran, C4H8O, M = 72,1 g/mol, za HPLC (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Ultra čista voda, MilliQ voda (pripravljena na Fakulteti za farmacijo) 
 
3.2. Naprave in pribor 
• Analiznka tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Švica) 
• Avtomatske pipete 10-100 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL (Eppendorf, Nemčija) 
• Centrifuga, Centrifuge 5415R (Eppendorf, Nemčija) 
• Hladilnik (LTH, Slovenija) 
• Sistem HPLC 1100 series (Agilent Technologies, ZDA) 
o Kvarterna črpalka 
o Avtomatski vzorčevalnik 





o Programska oprema ChemStation 
o Kolona: Luna C18 150 × 4,6 mm, 5 µm; s predkolono 4 × 3,0 mm 
(Phenemenex, ZDA) 
• Kivete za merjenje ZP, DTS 1061 (Malvern, Nemčija) 
• Kuhalnik (Končar, Slovenija) 
• Ostali pribor (centrifugirke, mikrocentrifugirke, nastavki za pipete, parafilm, 
aluminjasta folja) 
• Polistirenske kivete za merjenje velikosti delcev (Sarstedt AG & Co, Nemčija) 
• Sistem za pripravo vode MilliQ A10 Advanatge (Millipore Corporation, ZDA) 
• Steklovina (čaše, merilne bučke, merilni valji, čolnički za tehtanje, viale) 
• TurboVap (Caliper, ZDA) 
• Ultrazvočna kadička Sonis (Iskra Pio, Slovenija) 
• Ultrazvočna sonda (Ultrasonic processor Cole Parmer, Velika Britanija) 
• Vibracijski mešalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija) 
• Vodna kopel (Gorenje, Slovenija) 
• Zetasizer Nano ZS (Malvern, Velika Britanija) 
 
3.3. Metode  
3.3.1. Metoda HPLC za določanje koencima Q10 
Za vrednotenje vsebnosti CoQ10 smo uporabili metodo, ki je bila predhodno opisana v 
magistrski nalogi (21), z naslednjimi kromatografskimi pogoji: 
- Kolona: Luna C18 150 × 4,6 mm, 5 µm 
- Predkolona: Luna C18 4 × 3,0 mm 
- Mobilna faza: ACN:THF:MQ = 50:45:5 (v/v/v) 
- Pretok mobilne faze: 1 mL/min 
- Temperatura kolone: 25 °C 
- Valovna dolžina detekcije: 280 nm 
- Volumen injiciranja: 2 µL in 20 µL (odvisno od vzorca) 
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Metoda HPLC je bila predhodno že validirana, vendar smo za potrebe našega dela ponovno 
preverili njeno selektivnost in linearnost. Za vrednotenje selektivnosti smo analizirali 
raztopine praznih SLN, SLN z rQ10, SLN z oQ10 ter zmes standardov oQ10 in rQ10 v mobilni 
fazi (MF), da bi preverili, ali se kromatografska vrha oQ10 oziroma rQ10 prekrivata s kakšno 
komponento iz vzorca SLN. Izdelali smo umeritveno premico z raztopinami standardov 
oksidirane ali reducirane oblike CoQ10 v koncentracijskem območju, v katerem smo 
pričakovali končno koncentracijo CoQ10. Oksidirano obliko smo raztopili v MF, reducirano 
pa v acetonitrilu (ACN). Standarda oQ10 in rQ10 smo redčili tako, da smo dobili različne 
koncentracije (10, 20, 30, 50, 100 in 200 mg/L). Glede na odzive pri posameznih 
koncentracijah smo izdelali umeritveno premico in izračunali determinacijski koeficient 
korelacije (R2). Če je metoda popolnoma linearna, ima korelacijski koeficient vrednost 1. 
Kriterij sprejemljivosti smo postavili na R2 > 0,999.  
3.3.2. Redukcija koencima Q10 
Postopek smo prilagodili po magistrski nalogi Leje Zadravec (21). V čolniček smo natehtali 
30 mg oksidirane oblike CoQ10, natančno prenesli v 5-mL merilno bučko in dopolnili 
vsebino do oznake s heksanom. V centrifugirko smo natehtali 60 mg NaBH4, jo z 
aluminijasto folijo zaščitili pred svetlobo in dodali 2 mL raztopine oQ10 v heksanu ter 1 mL 
MeOH. Vse skupaj smo z vibracijskim mešalnikom mešali 30 s in nato 5 min pustili, da je 
potekla redukcija CoQ10. Dodali smo 1 mL predhodno pripravljene 0,1 M vodne raztopine 
EDTA in ponovno mešali 30 s z vibracijskim mešalnikom. Disperzijo smo centrifugirali na 
4000×g pri 25 °C, 3 min. Po centrifugiranju smo v 3 mikrocentrifugirke odpipetirali 0,5-mL 
alikvote heksanske faze in vzorce sušili v TurboVap-u z dušikom pod znižanim tlakom pri 
40 °C. Nato smo suh ostanek raztopili v 0,5 mL, 1 mL ali 2 mL EtOH abs. Vzorce smo 
prenesli v UZ-kadičko za 5 min in nato mešali 30 s na vibracijskem mešalu ter jih prenesli 
v viale in izvedli analizo vsebnosti reducirane in oksidirane oblike CoQ10 z metodo HPLC. 
3.3.2.1. Optimizacija postopka redukcije koencima Q10  
Z namenom izboljšanja izkoristka redukcije CoQ10 smo zgoraj opisan osnovni postopek 






















1 6 60 2 1,0 1,0 
2 6 90 3 1,5 1,5 
3 12 90 3 1,5 1,5 
 
3.3.2.2. Optimizirani postopek redukcije koencima Q10 
Pripravili smo raztopino oQ10 v heksanu s koncentracijo 12 mg/mL. V centrifugirko smo 
natehtali 90 mg NaBH4, jo zavili v aluminijasto folijo in dodali 3 mL raztopine oQ10 v 
heksanu ter 1,5 mL MeOH. Disperzijo smo na vibracijskem mešalniku mešali 30 s in nato 5 
min pustili mirovati, da je potekla redukcija. Dodali smo 1,5 mL 0,1 M vodne raztopine 
EDTA in ponovno mešali 30 s na vibracijskem mešalniku. Centrfugirali smo na 4000×g pri 
25 °C, 3 min. Po centrifugiranju smo v 2 mikrocentrifugirki odpipetirali 1-mL alikvota 
heksanske faze in sušili v TurboVap-u z dušikom pod znižanim tlakom pri 40 °C. Nato smo 
suh ostanek raztopili v 1 mL ali 2 mL EtOH abs. Vzorce smo za 5 min postavili v UZ-
kadičko in jih nato 30 s mešali na vibracijskem mešalniku. Nato smo jih prenesli v viale in 
izvedli meritev z metodo HPLC. 
3.3.2.3. Stabilnost reduciranega Q10 v vzorcu po redukciji 
Za preverjanja stabilnosti raztopine rQ10 smo pripravili vzorce rQ10 po postopku 3 
(preglednica I). Po redukciji CoQ10 smo izvedli analizo z metodo HPLC ob času 0 (takoj po 
redukciji) in po eni uri.  
3.3.2.4. Vpliv topil na stabilnost rQ10 v raztopini 
V namen stabilizacije rQ10 že pred vgradnjo v nanodelce smo iskali optimalne pogoje za 
pripravo stabilne raztopine rQ10 za vgrajevanje v SLN. Poleg EtOH abs. smo kot topilo za 
raztapljanje rQ10 uporabili še raztopino askorbilpalmitata (AKp) v EtOH abs. (s 
koncentracijo 14 mg/mL) in ACN. Koncentracija rQ10 v raztopini je bila 1,2 mg/mL ali 12 




3.3.3. Priprava vzorca SLN za analizo HPLC  
Metodo smo povzeli v skladu s postopkom, ki je opisan v diplomski nalogi Nane Gorjup 
(22). V 2-mL bučko smo odpipetirali 100 µL disperzije SLN z vgrajenim oQ10 in dopolnili 
do oznake z MF. Bučko smo zatesnili s parafilmom, da smo preprečili izhlapevanje vzorca 
med segrevanjem. Vzorec smo 30 min segrevali na vodni kopeli pri temperaturi 85 °C. 
Bučko smo nato prenesli za približno 5 min na ledeno kopel. Nato smo vsebino bučke 
prenesli v 2-mL centrifugirko in centrifugirali pri 13.200 obratih/min  15 min pri 20 °C. 
Odpipetirali smo 600 µL supernatanta in ga prenesli v vialo za analizo z metodo HPLC. 
Poskus smo izvedli v treh paralelah. 
3.3.3.1. Stabilnost raztopine rQ10 pri povišani temperaturi 
Za preverjanja vpliva povišane temperature na stabilnost rQ10 smo reducirali CoQ10 s 
koncentracijo 1,2 mg/mL. 100 µL te raztopine smo prenesli v 2-mL bučke, dopolnili do 
oznake z MF in postavili v vodno kopel s temperaturo 85 °C za 5 min ali 10 min (da bi 
zagotovili enake pogoje, kot smo jih uporabili v nadaljevanju pri pripravi vzorca SLN za 
analizo HPLC). Ko so se vzorci ohladili, smo izvedli analizo HPLC. Pričakovana končna 
koncentracija rQ10 je bila 60 mg/L. 
V drugem poskusu smo 200 µL raztopine rQ10 (s koncentracijo 12 mg/mL) v EtOH abs. ali 
v etanolni raztopini AKp odpipetirali v 2-mL bučki, dopolnili do oznake z MF in na vodni 
kopeli pri temperaturi 85 °C segrevali 5 min. Ko sta se vzorca ohladila, smo ju prenesli v 
viali in izvedli analizo HPLC. 
3.3.3.2. Optimizirani postopek priprave vzorca SLN za analizo HPLC  
V 2-mL bučko smo odpipetirali 100 µL disperzije SLN (z vgrajenim oQ10 ali prazne SLN z 
rQ10 ali oQ10) in dopolnili do oznake z MF. Bučko smo zatesnili s parafilmom, da smo 
preprečili izhlapevanje topila med segrevanjem. Vzorec smo postavili v vodno kopel s 
temperaturo 85 °C za 1 min oziroma dokler se lipid ni raztalil. Bučko smo nato prenesli za 
približno 5 min v ledeno kopel. Nato smo vsebino bučke prenesli v 2-mL centrifugirko in 
centrifugirali pri 13.200 obratih/min 15 min pri 20 °C. Odpipetirali smo 600 µL supernatanta 




3.3.4. Preverjanje ustreznosti priprave vzorca SLN za analizo HPLC   
3.3.4.1. Ugotavljanje izgub koencima Q10 od izdelave SLN do analize HPLC  
Preverili smo, ali med pripravo vzorca SLN za kasnejšo analizo HPLC pride do zmanjšanja 
vsebnosti CoQ10. V prvem poskusu smo predhodno izdelanim praznim SLN dodali oQ10 in 
nato pripravili vzorec za HPLC-analizo s pričakovano končno koncentracijo oQ10 60 mg/L 
po postopku, opisanem v podpoglavju 3.3.3.2. Za preverjanje uspešnosti postopka priprave 
vzorca smo pripravili tudi standard oQ10 v MF z enako koncentracijo. 
V drugem poskusu smo pripravili prazne SLN z rQ10 in AKp (s koncentracijo 14 mg/mL), 
tako da smo po izdelavi praznim SLN dodali raztopino rQ10 v EtOH abs. in AKp ter 
nadaljevali po postopku, opisanem v podpoglavju 3.3.3.2. Ker je bila pričakovana končna 
koncentracija rQ10 v vzorcu za analizo 60 mg/L, smo pripravili tudi standard rQ10 v ACN z 
enako koncentracijo, da smo preverili uspešnost postopka priprave vzorca.  
3.3.4.2. Določanje zaostanka reduciranega Q10 v sedimentu po ekstrakciji  
Za ugotovljanje deleža zaostale reducirane oblike CoQ10 v lipidu po ekstrakciji z MF smo 
izvedli ponovno ekstrakcijo rQ10 iz sedimenta tj. lipida. Vzorcu SLN po centrifugiranju 
(podpoglavje 3.3.4.3, za testirani volumen 300 µL) smo odstranili celoten supernatant in k 
sedimentu dodali 2 mL MF. Mikrocentrifugirko smo zatesnili s parafilmom in segrevali na 
vodni kopeli pri temperaturi 85 °C, dokler se lipid ni raztalil. Vzorec smo nato centrifugirali 
pri 13.200 obratih/min 15 min pri 20 °C. Odpipetirali smo 600 µL supernatanta, ga prenesli 
v vialo in analizirali z metodo HPLC. Poskus smo izvedli v dveh paralelah. 
3.3.4.3 Ugotavljanje ustreznosti postopka priprave vzorca 
V okviru diplomske naloge smo preverjali, ali z uporabljenim postopkom dobimo linearen 
odnos med odzivom rQ10 in volumnom SLN pri analizi vzorcev z različno vsebnostjo rQ10. 
Za ta poskus smo uporabili vzorce praznih SLN s 14 mg/mL AKp (podpoglavje 3.3.6.2), ki 
smo jim po izdelavi dodali rQ10. Pri postopku priprave vzorca za HPLC-analizo smo v 2-mL 
bučko odpipetirali 100, 200 ali 300 µL disperzije SLN, dopolnili do oznake z MF in segrevali 
pri temperaturi 85 °C dokler se lipid ni raztalil. Bučke smo nato za približno 5 min prenesli 
v ledeno kopel. Po ohlajanju smo vsebino bučk prenesli v 2-mL centrifugirke in 
centrifugirali pri 13.200 obratih/min 15 min pri 20 °C. Odpipetirali smo po 600 µL 




Ponovljivost metode smo vrednotili s SLN z vgrajenim oQ10 in praznimi SLN, v katere smo 
dodali oQ10 ali rQ10, v 3 paralelah. Vzorce smo pripravili po postopku, opisanem v 
podpoglavju 3.3.3.2. Po analizi HPLC smo določili izkoristek ekstrakcije ter iz povprečnih 
vrednosti izkoristkov izračunali standardni odklon in relativni standardni odklon (RSD). Kot 
mejo sprejemljivosti smo določili RSD < 5 %. 
3.3.5. Vrednotenje fizikalnih lastnosti SLN 
Za vrednotenje fizikalnih lastnosti nanodelcev smo z napravo Zetasizer Nano ZS vzorcem 
izmerili povprečni premer delcev in PDI, tako da smo v kiveto s kapalko odmerili približno 
1,5 mL raztopine stabilizatorja (polisorbat 80, s koncentracijo 3 mg/ml in poloksamer 188, 
s koncentracijo 6 mg/ml) in dodali 3 kapljice vzorca SLN ter dobro premešali. Kiveto smo 
zaprli s pokrovčkom in vstavili v napravo ter izmerili povprečno velikost delcev in PDI. 
Nato smo vsebino kivete s pomočjo 2-mL brizge prenesli v kiveto za merjenje ZP. Le-to 
smo vstavili v Zetasizer Nano ZS in izmerili ZP delcev. Ovrednotili smo fizikalno stabilnost 
disperzij SLN v odvisnosti od sestave formulacij, tako da smo meritve opravili ob različnih 
časovnih točkah (0, 2, 4, 7, 12 in 19 dni), v katerih smo spremljali zgornje parametre. Med 
posameznimi meritvami smo vzorce shranjevali v hladilniku pri 4 °C. 
Pogoji meritev povprečnega premera delcev in PDI: 
- Temperatura: 25 °C 
- Viskoznost disperznega medija: η = 0,8872 mPas (voda) 
- Lomni količnik disperznega medija: RI = 1,330 (voda) 
- Valovna dolžina laserske svetlobe (He-Ne laser, »rdeči laser«): λ = 663 nm 
- Kot merjenja: 173° 
- Kiveta: DTS0012 
- Število meritev: 3 
Pogoji meritev ZP: 
- Temperatura: 25 °C 
- Viskoznost disperznega medija: η = 0,8872 mPas (voda) 
- Lomni količnik disperznega medija: RI = 1,330 (voda) 
- Dielektrična konstanta disperznega medija: ε = 78,5 (voda) 
- Model: Smoluchowski 




- Število meritev: 3 
3.3.6. Izdelava praznih SLN 
Metodo izdelave SLN smo povzeli po predhodni diplomski nalogi (22). SLN smo izdelali z 
metodo homogeniziranja taline lipida v vodno fazo stabilizatorja s soniciranjem. Uporabili 
smo ultrazvočno sondo, s katero smo dispergirali talino lipida v vodno fazo stabilizatorja. 
Za pripravo osnovne raztopine stabilizatorjev smo natehtali 300 mg polisorbata 80 in 600 
mg poloksamera 188, ju prenesli v 100-mL bučko in dopolnili vsebino do oznake s 
prečiščeno vodo. Bučko smo za 5 min postavili v ultrazvočno kadičko, da smo dobili bistro 
raztopino.  
Za izdelavo SLN smo v centrifugirko natehtali 46,8 mg Compritola 888 in ga raztalili na 
vodni kopeli pri temperaturi 85-95 °C. Na enako temperaturo smo segreli tudi raztopino 
stabilizatorjev in konico UZ-sonde, da ob dodatku raztopine stabilizatorjev k talini lipida in 
soniciranju ni prišlo do strjevanja lipida. Popolnoma raztaljenemu lipidu smo dodali 200 μL 
EtOH z namenom posnemanja postopka izdelave SLN s CoQ10. Ko je EtOH izhlapel (∼2 
min), smo dodali 2 mL segrete raztopine stabilizatorjev in pričeli s soniciranjem. Predhodno 
segreto konico sonde smo potopili približno 1 cm pod gladino disperzije v centrifugirki tako, 
da se le-ta ni dotikala sten centrifugirke. Sonicirali smo 75 s z amplitudo 30 %, tako da je 
nastala nanoemulzija taline lipida v raztopini stabilizatorjev. Po končanem soniciranju smo 
centrifugirko zatesnili s pokrovčkom in jo postavili v ledeno kopel, kjer se je nanoemulzija 
ohlajala približno 5 min, tako da so se lipidne kapljice strdile in nastali so SLN. Takoj po 
ohlajanju smo delcem izmerili velikost, PDI in ZP. 
3.3.6.1. Vpliv etanola na fizikalne lastnosti SLN  
Preverjali smo, ali čas, ki je na voljo za izhlapevanje EtOH, in količina EtOH, ki potencialno 
ostane v vzorcu, vplivata na povprečni premer delcev, PDI in ZP delcev. Primerjali smo 
vzorce SLN, ki smo jih izdelali po osnovni recepturi (podpoglavje 3.3.6) brez dodatka EtOH 
in SLN z dodatkom EtOH, kjer smo po dodatku EtOH dodali segreto raztopino 
stabilizatorjev takoj oz. pustili EtOH izhlapevati 2 min ali 5 min. Vzorcem smo izmerili 





3.3.6.2. Izdelava SLN z dodatkom antioksidantov 
Izdelava SLN z dodatkom hidrofilnega antioksidanta v vodno fazo 
Pripravili smo disperzijo SLN, ki smo ji med izdelavo v vodno fazo dodali hidrofilni 
antioksidant (askorbinsko kislino (AK) ali glutation (GSH)) tako, da smo natehtali 30 mg 
antioksidanta, ga prenesli v 10-mL bučko in dopolnili do oznake s predhodno pripravljeno  
raztopino stabilizatorjev. Tako pripravljeno raztopino stabilizatorjev s koncentracijo 
antioksidanta 3 mg/mL smo nato uporabili pri izdelavi SLN namesto raztopine 
stabilizatorjev brez antioksidanta. Po enakem postopku smo pripravili še SLN z raztopino 
stabilizatorjev z dodatkom antioksidanta s koncentracijo 0,6 mg/mL.  
Izdelava SLN z dodatkom koncentrirane raztopine hidrofilnega antioksidanta 
SLN smo izdelali po osnovni recepturi (podpoglavje 3.3.6) in v disperzijo po izdelavi dodali 
koncentrirano raztopino antioksidanta, ki smo jo pripravili tako, da smo v 2-mL 
mikrocentrifugirko natehtali 30 mg antioksidanta (AK ali GSH) in mu dodali 500 μL 
raztopine stabilizatorjev. Nato smo odpipetirali 950 μL disperzije praznih SLN in jim dodali 
50 μL koncentrirane raztopine antioksidanta ter premešali. Koncentracija AO v disperziji 
SLN je bila 3 mg/mL. Dodatno smo izdelali tudi SLN z dodatkom AO z nižjo koncentracijo. 
Zgoraj opisano koncentrirano raztopino antioksidanta smo redčili v razmerju 1:5 z raztopino 
stabilizatorjev in jo dodali disperziji praznih SLN, tako da je bila končna koncentracija 
antioksidanta v disperziji SLN 0,6 mg/mL. 
Izdelava SLN z askorbilpalmitatom 
Izdelali smo SLN z vgrajenim antioksidantom tako, da smo med izdelavo SLN dodali 
etanolno raztopino AKp. Natehtali smo 70,6 mg AKp, ga prenesli v 10-mL merilno bučko 
in dopolnili do oznake z EtOH. Delce smo izdelali po osnovni recepturi (podpoglavje 3.3.6), 
namesto EtOH pa smo dodali etanolno raztopino AKp. Po izdelavi smo v disperzijo SLN 
dodali še koncentrirano raztopino AK ali GSH in premešali, tako da je bila končna 
koncentracija AO v disperziji SLN 3 mg/mL ali 0,6 mg/mL. 
3.3.7. Izdelava SLN z oksidirano obliko koencima Q10 
Za SLN z oQ10 smo natehtali 6 mg oQ10 in ga raztopili v 1 mL EtOH. To etanolno raztopino 
smo uporabili za izdelavo SLN po ustaljenem postopku (podpoglavje 3.3.6). Dodatno smo 





3.3.8. Izdelava SLN z reducirano obliko koencima Q10 
Pri izdelavi SLN z rQ10 smo uporabili raztopino rQ10 v EtOH s koncentracijo 1,5 mg/mL, 3 
mg/mL, 6 mg/mL ali 12 mg/mL. SLN smo izdelali po postopku, ki je opisan v podpoglavju 






4. Rezultati in razprava 
4.1. Metoda HPLC za koencim Q10 
Za vrednotenje vsebnosti obeh oblik koencima Q10 v SLN smo uporabili predhodno 
validirano metodo HPLC (22). Kljub temu smo ponovno preverili selektivnost in linearnost 
metode. Pri vrednotenju selektivnosti smo ugotovili, da se obe obliki koencima Q10 
kromatografsko ločita (priloga I). V kromatogramu raztopine praznih SLN ni bilo nobenega 
kromatografskega vrha pri retencijskih časih rQ10 oziroma oQ10, kar pomeni, da v SLN ni 
interferenc, ki bi motile analizo koencima Q10 (priloga II). Selektivnost metode pa potrjujejo 
tudi analize pripravljenih disperzij SLN, katerim smo med izdelavo dodali oQ10 (priloga III) 
ali rQ10 (priloga IV). Za vrednotenje linearnosti metode HPLC smo pripravili standardne 
raztopine oQ10 v MF in izdelali umeritveno premico (slika 5). Na podlagi korelacijskega 
koeficienta, katerega vrednost je bila 0,9999, smo potrdili linearnost metode za to obliko 
koencima Q10. 
 
Slika 5: Umeritvena premica oksidirane oblike CoQ10 v mobilni fazi. 
Umeritveno premico smo izdelali tudi za standarde rQ10 (v acetonitrilu) in ponovno potrdili 
linearnost metode, saj je bil R2 = 1 (slika 6). 





















Slika 6: Umeritvena premica reducirane oblike CoQ10 v acetonitrilu. 
 
4.2. Redukcija koencima Q10 
V okviru eksperimentalnega dela smo želeli v SLN vgraditi reducirano obliko koencima Q10, 
ki ima močan antioksidativen učinek. Ker rQ10 v času izvedbe dela še ni bil komercialno 
dostopen, smo ga pripravili sami po predhodno razviti metodi (21). Ker po tej metodi 
redukcija oQ10 ni bila zadovoljiva, smo postopek redukcije prilagajali v smeri, da bi dobili 
čim večji izkoristek redukcije pri čim višji koncentraciji rQ10 v reakcijski zmesi. Uspešnost 
redukcije smo vrednotili na osnovi merjenja vsebnost reducirane in oksidirane oblike CoQ10 
v vzorcu z metodo HPLC. Delež rQ10 smo izračunali po enačbi 1 (poglavje 3.3.1). Metoda 
redukcije je bila pri postopku 1 (preglednica I) uspešna pri nižjih koncentracijah rQ10 v 
reakcijski zmesi, saj je v teh vzorcih nastalo več kot 95 % rQ10 (slika 7). Z optimiziranim 
postopkom redukcije smo nato tudi pri višjih vhodnih koncentracijah oQ10 dobili zadovoljiv 
delež rQ10. Za izdelavo SLN smo namreč želeli uporabiti vzorec z vsaj 95 % rQ10. 





















Slika 7:Vpliv postopka redukcije pri različnih koncentracijah oQ10 na delež nastalega rQ10. 
RQ10 smo pripravili po optimiziranem postopku redukcije (podpoglavje 3.3.2.2), kjer smo 
povečali začetno koncentracijo oQ10, ker smo za vgradnjo v SLN potrebovali čim višjo 
koncentracijo rQ10 v raztopini. Zanimala nas je tudi stabilnost rQ10 v vzorcu po redukciji. 
Takoj po redukciji je bil delež rQ10 ∼96 %, po eni uri pa se je delež reducirane oblike 
zmanjšal za ∼5 % (slika 8), kar kaže na kemično nestabilnost rQ10 v vzorcu po redukciji. 
Glede na dobljene rezultate lahko zaključimo, da je smiselno rQ10 stabilizirati takoj po 
redukciji tj. že pred vgradnjo v SLN. 
 












































4.2.1.  Vpliv topil na stabilnost rQ10 v raztopini 
V nadaljevanju smo preverili vpliv nekaterih topil za raztapljanje suhega ostanka, ki ga 
dobimo v postopku redukcije oQ10, na stabilnost rQ10, pred njegovo vgradnjo v SLN. 
Uporabili smo etanol, etanolno raztopino AKp in ACN (slika 9, priloga V) ter primerjali 
vsebnost rQ10 v vzorcih. Pri nižji začetni koncentraciji rQ10 v vzorcu (1,2 mg/mL) so bili 
deleži rQ10, ki smo jih določili v različnih topilih, primerljivi, zato pri tej koncentraciji rQ10 
topilo ni vplivalo na stabilnost rQ10. Drugače je bilo pri vzorcih z 10-krat večjo začetno 
koncentracijo rQ10, kjer je bila najboljša stabilnost rQ10 v vzorcu, raztopljenem v EtOH z 
dodatkom AKp.  
 
Slika 9: Vpliv različnih topil za raztapljanje rQ10 na delež rQ10 v raztopini pri različnih začetnih 
koncentracijah rQ10. 
 
4.3. Priprava vzorca SLN za HPLC-analizo 
V okviru diplomske naloge smo vrednotili tudi učinkovitost ekstrakcije CoQ10 iz disperzije 
SLN z namenom določitve izkoristka vgrajevanja CoQ10. Uporabili smo predhodno razvito 
metodo priprave vzorca (22), ki smo jo ustrezno prilagodili. Ko smo izdelali disperzijo SLN 
s CoQ10 z želeno velikostjo delcev, smo disperziji SLN dodali MF in vzorec segrevali na 
vodni kopeli (85 ºC) dokler se lipid ni popolnoma raztalil. Pri tem je potekla ekstrakcija 
koencima Q10 iz ogrodja SLN v mobilno fazo. Po ohlajanju vzorca smo vsebino 





















učinkovitost ekstrakcije CoQ10 iz SLN, v katere smo vgradili oksidirano obliko koencima 
Q10.  
Preverjanje postopka priprave vzorcev smo izvedli dvakrat. Najprej smo uporabili prvotni 
postopek, kjer smo vzorec SLN po dodatku MF segrevali 30 min pri 85 °C. A v tem primeru 
nismo dobili pričakovanih rezultatov, saj smo v vzorcu določili le 60 % pričakovane 
vsebnosti oQ10 (preglednica II). Metodo ekstrakcije smo nato prilagodili tako, da smo čas 
segrevanja skrajšali na 1 min. Povprečni izkoristek pri vzorcih s skrajšanim časom 
segrevanja je bil glede na rezultate prvega poskusa večji (76 %; prve paralele zaradi velikega 
odstopanja nismo upoštevali), kar kaže, da je bilo skrajšanje časa segrevanja smiselno. Kljub 
temu pa izkoristek ni bil zadovoljiv tj. blizu 100 %, kot je bil v predhodni diplomski nalogi 
(23), kar kaže, da so bile izgube oQ10 še vedno prisotne. Na podlagi rezultatov lahko 
zaključimo, da čas segrevanja vzorca oziroma izpostavitev vzorca povišani temperaturi 
pomembno vplivata na stabilnost oQ10. Zato je bistveno, da karseda skrajšamo čas 
segrevanja in prilagodimo temperaturo tako, da se bo lipid čim hitreje raztalil, hkrati pa bo 
to čim manj vplivalo na stabilnost CoQ10.  
Preglednica II: Vpliv časa segrevanja na uspešnost ekstrakcije oQ10 iz SLN. 
 Segrevanje 30 min Segrevanje 1 min 








1 35,9 59,8 27,2 45,3 
2 38,1 63,4 46,8 78,0 
3 31,6 52,6 44,3 73,9 
Povprečje 35,2 58,6 45,5 76,0 
 
Ker pa je stabilnost rQ10 še bolj problematična kot stabilnost oQ10, smo predvidevali, da 
bodo izkoristki ekstrakcije rQ10 iz SLN še nižji in bo tudi učinek skrajšanja časa segrevanja 
pri rQ10 bolj izrazit. Da bi to potrdili, smo preverili stabilnost raztopine rQ10 pri povišani 
temperaturi. Za namen posnemanja postopka priprave vzorca SLN za analizo HPLC smo 
standardno raztopino rQ10 v MF segrevali 5 min ali 10 min pri temperaturi 85 ºC. V 
proučevanem vzorcu je bil po redukciji delež rQ10 95 % in pričakovana koncentracija rQ10 




za skoraj 40 % (slika 10, priloga VI). Za čas segrevanja smo izbrali le toliko časa, da se je 
lipid popolnoma raztali, kar ustreza ∼1 min segrevanja.  
 
Slika 10: Vpliv časa segrevanja (85 °C) na koncentracijo rQ10 v raztopini. 
Reducirano obliko CoQ10 je glede na rezultate prejšnjega poskusa treba stabilizirati že pred 
samim vgrajevanjem v SLN. Zato smo v ta namen pripravili še dve raztopini rQ10 (z in brez 
antioksidanta) z začetno koncentracijo, kot smo jo kasneje uporabili za vgrajevanje v SLN, 
tj. 12 mg/mL, in ju segrevali 5 min. Ugotovili smo, da prisotnost AKp stabilizira rQ10 tudi 
med segrevanjem, saj je bila koncentracija rQ10 v etanolni raztopini AKp po segrevanju za 
7 % večja kot koncentracija rQ10 v raztopini brez antioksidanta (slika 11). 
 










































4.4. Preverjanje ustreznosti priprave vzorca SLN za HPLC-analizo 
4.4.1. Ugotavljanje izgub koencima Q10 od izdelave do HPLC-analize  
Analiza vsebnosti oQ10 v SLN je pokazala precej manjšo vsebnost od teoretične, zato smo 
preverili, ali pride do izgub med izdelavo SLN ali med postopkom priprave vzorca SLN za 
analizo. V ta namen smo najprej predhodno pripravljenim praznim SLN pred segrevanjem 
dodali znano količino oQ10. Nato smo določili povprečno 99 % teoretično prisotnega oQ10 v 
vzorcih (preglednica III), kar je bistveno več kot v SLN z vgrajenim oQ10 (76 %, preglednica 
II). Na podlagi teh rezultatov lahko zaključimo, da je prišlo do izgub CoQ10 med samo 
izdelavo SLN. Rezultati so v nasprotju z ugotovitvami diplomske naloge Laure Brezovar 
(23), kjer je bila učinkovitost vgrajevanja oQ10 v SLN ~100 %. Kljub ponavljanju poskusov 
nismo uspeli identificirati razloga, zakaj je bila v našem primeru vgradnja oQ10 v SLN toliko 
manjša. 
Zaradi nestabilnosti rQ10 pred vgradnjo v SLN (15-% znižanje koncentracije rQ10 že po 5 
min segrevanja, slika 10) smo v nadaljevanju izdelali tudi prazne SLN, ki smo jim dodali 
rQ10 in stabilizator AKp. Na ta način smo želeli preveriti postopek priprave vzorca in s tem 
izključiti potencialne izgube, do katerih bi lahko prišlo pri vgradnji rQ10 v SLN. V 
pripravljenih vzorcih SLN smo določili približno 60 % rQ10 glede na teoretično vsebnost 
rQ10 (preglednica III). 40 % upad vsebnosti rQ10 kljub dodatku AKp, ki stabilizira reducirano 
obliko Q10 (slika 11), je posledica večje intrinzične nestabilnosti te oblike CoQ10, ki jo tudi 
prisoten antioksidant ni uspel ustrezno stabilizirati.  
Preglednica III: Izmerjena koncentracija oQ10 ali rQ10 v disperziji praznih SLN, ki smo jim po 
izdelavi dodali oQ10 ali rQ10 s stabilizatorjem AKp. 




oQ10 1122,4 59,3 98,7 
rQ10 144,8 36,2 60,3 
 
4.4.2. Določanje zaostanka reduciranega koencima Q10 v sedimentu po ekstrakciji 
Zaradi nižjega izkoristka ekstrakcije rQ10 iz disperzije SLN smo preverili, ali morda rQ10 
zaostane v sedimentu (lipidu) po končanem postopku priprave vzorca za analizo. Da bi to 
ugotovili, smo ponovno izvedli ekstrakcijo rQ10 iz lipida. Odzivi obeh prisotnih oblik CoQ10 




(preglednica IV). Potrdili smo, da je v sedimentu po drugi ekstrakciji zaostala minimalna 
količina rQ10, kar pomeni, da se le-ta izgubi pri in po izdelavi SLN, predvsem zaradi 
nestabilnosti rQ10.  
Preglednica IV: Primerjava odzivov obeh oblik CoQ10 po prvi ekstrakciji iz SLN z dodanim rQ10 in 
po ponovni ekstrakciji istega vzorca. 
Vzorec Odziv rQ10 Odziv oQ10 
Po 1. ekstrakciji rQ10 iz SLN 243,2 255,5 
Po 2. ekstrakciji rQ10 iz lipida 18,2 29,2 
 
4.4.3. Ugotavljanje ustreznosti postopka priprave vzorca  
Namen tega dela je bil preveriti ustreznost postopka priprave vzorca SLN za analizo HPLC, 
po tem ko smo le-tega predhodno že optimizirali (preglednica II). Vrednotili smo 5 dni stare 
vzorce z rQ10, dodanim v disperzijo praznih SLN (pripravljene z EtOH+AKp, c(AKp)=14 
mg/mL; vzorci so vsebovali tako oQ10 kot tudi rQ10). Odzivi reducirane in oksidirane oblike 
CoQ10 so bili sorazmerni glede na vsebnost rQ10 in oQ10 v posameznem vzorcu in potrjujejo 
linearno povezavo med odzivom rQ10 ali oQ10 in volumnom SLN (slika 12). Zaključimo 
lahko, da v proučevanem območju volumen vzorca SLN, ki ga uporabimo za analizo 
vsebnosti CoQ10, nima vpliva na rezultat analize vsebnosti rQ10 in oQ10. Vzorec SLN smo 
proučevali 5 dni po izdelavi, zato je bil delež rQ10 v vzorcu nekoliko nižji (priloga VII). 
Takoj po izdelavi je bil delež rQ10 v disperziji SLN ∼94 %, po petih dneh shranjevanja v 





Slika 12: Primerjava odzivov pri analizi HPLC rQ10 in oQ10 glede na analiziran volumen disperzije 
SLN. 
Ustreznost postopka priprave vzorca SLN za analizo HPLC smo preverjali tudi z 
vrednotenjem ponovljivosti pri različnih vzorcih. Pri ponovljivosti postopka ekstrakcije oQ10 
iz SLN, je bil RSD pri postopku s skrajšanim časom segrevanja < 5 % (preglednica V). To 
kaže na ustrezno ponovljivost optimiziranega postopka, pri katerem smo čas segrevanja 
skrajšali s 30 min na 1 min. Tudi pri ponovljivosti optimiziranega postopka ekstrakcije, kjer 
smo oQ10 ali rQ10 naknadno dodali v disperzijo praznih SLN, je bil RSD < 5 %. Glede na vse 
rezultate smo zaključili, da je izbrana metoda linearna in ponovljiva, torej ustrezna za 
pripravo vzorcev SLN za analizo HPLC. 
Preglednica V: Ponovljivost postopka priprave vzorca SLN za analizo HPLC pri različnih vzorcih. 
Vzorec Povprečje koncentracij 
oQ10 ali rQ10 [mg/L] 
RSD 
(%) 
oQ10 v SLN (segrevanje 30 min) 35,2 9,4 
oQ10 v SLN (segrevanje 1 min) 45,6 3,8 
oQ10 v disperziji praznih SLN (segrevanje 1 min) 59,3 0,6 
rQ10 v disperziji praznih SLN (segrevanje 1 min) 36,2 2,8 
 
4.5. Izdelava praznih SLN 
Pri izdelavi praznih SLN smo s spreminjanjem procesnih parametrov želeli pripraviti 
disperzijo SLN s čim manjšo povprečno velikostjo delcev in s čim bolj monodisperzno 

















4.5.1.  Vpliv etanola na fizikalne lastnosti SLN 
SLN smo izdelali iz lipida (Compritol 888), ki smo mu dodali EtOH in raztopino 
stabilizatorjev ter sonicirali. Preverjali smo, kako čas izhlapevanja in količina zaostalega 
EtOH vplivata na povprečni premer delcev, PDI in ZP, takoj po izdelavi in po štirih dneh 
(preglednica VI). Povprečna velikost delcev se med vzorci in v različnih časovnih točkah 
bistveno ni razlikovala, prav tako PI in ZP, zato smo se odločili ohraniti čas, ki je na voljo 
za izhlapevanje EtOH, 2 min, kot je le-ta bil v predhodni diplomski nalogi (22). Glede na to, 
da so rezultati primerljivi v obeh časovnih točkah, sklepamo, da so prazni SLN v 
proučevanem časovnem obdobju fizikalno stabilni. Razlog za to je verjetno dokaj visoka 
koncentracija neionogenih stabilizatorjev v disperziji SLN, čeprav je absolutna vrednost ZP 
pri vseh vzorcih manjša od 30 mV. Vrednosti ZP med -30 mv in 30 mV namreč kažejo na 
manj stabilne disperzije zaradi manjšega elektrostatskega odbijanja delcev, ki so stabilizirani 
elektrostatsko (11). Kljub temu lahko zaključimo, da so bili vzorci v časovnem obdobju 
merjenja fizikalno stabilni.  
Preglednica VI: Vpliv EtOH na povprečno velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev in zeta 
potencial SLN v disperziji takoj po izdelavi in po 4 dneh. 
 0 dni 4 dni 
Vzorec d [nm] PDI ZP [mV] d [nm] PDI ZP [mV] 
SLN brez EtOH 160,6 0,22 -22,8 159,2 0,22 -20,9 
SLN z EtOH - 0 min 154,0 0,25 -21,5 159,1 0,25 -20,4 
SLN z EtOH - 2 min 132,7 0,25 -21,6 132,9 0,24 -21,6 
SLN z EtOH - 5 min 144,2 0,25 -21,5 144,4 0,26 -20,1 
 
4.5.2. Izdelava SLN z dodatkom antioksidantov 
4.5.2.1. Izdelava SLN s hidrofilnim antioksidantom 
Med izdelavo praznih SLN smo raztopini stabilizatorjev dodali hidrofilni antioksidant AK 
ali GSH. S tem smo želeli preveriti vpliv samih AO na fizikalne lastnosti disperzije SLN 
pred vgradnjo rQ10. Namen dodanih antioksidantov je bil povečati kemično stabilnost rQ10. 
Vzorce smo vrednotili v različnih časovnih točkah (preglednica VII). Povprečni premer 
delcev je bil pri vseh vzorcih z dodanimi AO večji kot pri praznih SLN (159,4 nm) kar kaže, 
da že dodatek hidrofilnega AO v vodno fazo vpliva na povprečno velikost delcev. 




ZP po dodatku AO manj negativen (bližje vrednosti 0 mV), kar nakazuje na slabšo 
elektrostatsko stabilizacijo delcev v disperziji. Zaključimo lahko, da dodatek AK vpliva na 
povprečno velikost in fizikalno stabilnost disperzije SLN. Dodatno rezultati kažejo razliko 
tudi med vzorci z različnimi koncentracijami dodanega AO. Pri nižjih koncentracijah AK je 
bil ZP bolj negativen, kar nakazuje na bolje elektrostatsko stabilizirano disperzijo SLN kot 
pri vzorcih z višjo koncentracijo dodanega AO. Ker se je povprečna velikost delcev v vseh 
vzorcih z dodano AK po 12 dneh povečala, smo vzorec, ki smo mu dodali AO po izdelavi, 
pred meritvijo za 5 min postavili v ultrazvočno kadičko. Po ponovnem merjenju povprečne 
velikosti smo ugotovili, da se je s soniciranjem povprečna velikost zmanjšala, kar kaže, da 
je proces agregiranja reverzibilen (preglednica VII, vzorca 3 in 4, rezultati označeni z *). 
Kljub zmanjšanju povprečne velikosti delcev s soniciranjem, je bila le-ta še vedno večja kot 
začetna velikost delcev v disperziji SLN takoj po izdelavi. 
Preglednica VII: Povprečna velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev in zeta potencial SLN v 
disperziji z dodano AK, takoj po izdelavi ter po 12 in 19 dneh. 
















1 3 mg/mL; AK v 
vodno fazo med 
izdelavo SLN 
301,8 0,30 -2,1 455,2 0,41 -2,5 603,4 0,30 -1,9 
2 0,6 mg/mL; AK 
v vodno fazo 
med izdelavo 
SLN 
264,9 0,28 -12,4 409,1 0,36 -5,4 494,6 0,32 -4,3 
3 3 mg/mL; AK 
dodan po 
izdelavi SLN 








4 0,6 mg/mL; AK 
dodan po 
izdelavi SLN 







*meritve, izvedene po soniciranju vzorca 
Podobno kot pri vzorcih SLN z dodatkom AK, se je tudi pri vzorcih SLN z dodatkom GSH 




SLN se je po dodatku GSH približal vrednosti 0 mV, kar kaže na zmanjšanje elektrostatske 
stabilizacije SLN v disperziji. Tako kot pri SLN z dodatkom AK po izdelavi, smo tudi tukaj 
vzorca 7 in 8 pred ponovnim merjenjem po 2 dneh postavili za 5 min v ultrazvočno kadičko. 
Ponovno merjenje povprečne velikosti delcev po soniciranju je pokazalo zmanjšanje 
povprečne velikosti delcev, kar kaže na reverzibilnost procesa agregiranja.  
Preglednica VIII: Povprečna velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev in zeta potencial SLN v 
disperziji z dodano GSH, takoj po izdelavi ter po 2 in 7 dneh. 


















3 mg/mL; GSH v 
vodno fazo med 
izdelavo SLN 
399,6 0,48 -1,7 600,3 0,41 -2,4 657,1 0,36 -2,3 
6 0,6 mg/mL; GSH 
v vodno fazo med 
izdelavo SLN 
352,2 0,49 -5,5 553,9 0,50 -10,1 611,0 046 -6,1 
7 3 mg/mL; GSH 
dodan po izdelavi 
SLN 








8 0,6 mg/mL; GSH 
dodan po izdelavi 
SLN 







*meritve, izvedene po soniciranju vzorca 
Ker je bila povprečna velikost SLN, ki smo jih izdelali z dodanim AO v vodno fazo, večja 
za ∼130 nm (preglednica VII, vzorca 1 in 2 in preglednica VIII, vzorca 5 in 6) od povprečne 
velikosti SLN, kjer smo dodali AO po izdelavi SLN, smo se odločili, da bomo pri nadaljnjem 
eksperimentalnem delu SLN pripravljali tako, da bomo AK oziroma GSH dodali v obliki 
koncentrirane raztopine takoj po izdelavi delcev. Dodatno je k tej odločitvi prispevalo tudi 
dejstvo, da se vzorcem z AO, dodanim med izdelavo, povprečna velikost delcev med 
shranjevanjem bolj poveča kot pa tistim z dodatkom AO po izdelavi delcev (za primerjavo 




4.5.2.2. SLN z askorbilpalmitatom 
Poleg uporabe hidrofilnih AO smo pri izdelavi SLN uporabili tudi lipofilni AO, in sicer 
AKp, da bi stabilizirali rQ10 v lipofilnem ogrodju SLN. Vgradili smo ga tako, da smo pri 
izdelavi SLN uporabili etanolno raztopino AKp. Končna koncentracija AKp v disperziji 
SLN je bila 0,7 mg/mL. Po izdelavi SLN smo delu disperzije SLN dodali tudi koncentrirano 
raztopino AK ali GSH. Pri vzorcih SLN z AKp (preglednica IX, vzorca 2 in 5) nismo opazili 
razlik v primerjavi s SLN, kjer smo med izdelavo dodali samo EtOH brez AKp (vzorec 1). 
Torej dodatek AKp ne vpliva na fizikalne lastnosti SLN brez dodatka hidrofilnih AO. 
Dodatek koncentriranega AO (AK ali GSH), ki smo ga dodali po izdelavi nanodelcev, ni 
pomembno vplival na povprečni premer in PDI. ZP delcev pa je bil bolj negativen v 
primerjavi s SLN, ki smo jih izdelali po istem postopku, vendar brez AKp (preglednici VII 
in VIII), kar kaže, da so SLN z vgrajenim AKp elektrostatsko bolje stabilizirani kot SLN, ki 
imajo dodan le hidrofilen AO.  
Preglednica IX: Povprečna velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev in zeta potencial SLN v 
disperziji AKp in z dodanim AKp in hidrofilnim AO. 






1 SLN brez AKp; / 132,7 0,25 -21,6 
2 SLN + AKp; / 133,7 0,24 -20,7 
3 SLN + AKp; c(AK) = 3 mg/mL 137,6 0,25 -5,2 
4 SLN + AKp; c(AK) = 0,6 mg/mL 158,4 0,26 -11,8 
5 SLN + AKp; / 152,1 0,23 -21,0 
6  SLN + AKp; c(GSH) = 3 mg/mL 193,9 0,25 -4,7 
7 SLN + AKp; c(GSH) = 0,6 mg/mL 175,6 0,25 -12,0 
 
4.6. Izdelava SLN z oksidirano obliko koencima Q10 
V primerjavi s praznimi SLN je bila povprečna velikost SLN z vgrajenim oQ10 za ~40 nm 
večja (preglednica X). PDI in ZP pa sta bila primerljiva. Drugače pa je bilo pri nanodelcih, 
ki smo jim dodali AK. Pri njih se je povprečna velikost povečala za ~150 nm (322 nm), 
vzorec je bil bolj polidisperzen (PDI 0,43) in imel manj negativen ZP (-2,8  mV). Podobno 
je bilo tudi pri SLN, ki smo jim dodali GSH, le da so bili ti delci večji za približno 200 nm 




pa v disperzijo dodamo še hidrofilni AO, dobimo bolj polidisperzen vzorec, ki je manj 
elektrostatsko stabiliziran. 
Preglednica X: Povprečna velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev in zeta potencial SLN z 
vgrajenim oQ10. 
Vzorec Vzorec SLN; koncentracija hidrofilnega AO d [nm] PDI ZP [mV] 
1 prazni SLN; / 132,7 0,25 -21,6 
2 SLN + oQ10; / 175,6 0,26 -23,1 
3 SLN + oQ10; c(AK) = 3 mg/mL 322,0 0,43 -2,8 
4 SLN + oQ10; c(AK) = 0,6 mg/mL 332,1 0,44 -7,0 
5 SLN + oQ10; c(GSH) = 3 mg/mL 391,7 0,46 -2,5 
6 SLN + oQ10; c(GSH) = 0,6 mg/mL 364,0 0,46 -6,9 
 
4.7. Izdelava SLN z reducirano obliko koencima Q10 
Da bi preverili vpliv rQ10 na fizikalne lastnosti SLN, smo v delce vgradili rQ10, ki smo ga 
pripravili z redukcijo po postopku 3 (preglednica I). Raztaljenemu lipidu smo pri izdelavi 
SLN dodali etanolno raztopino rQ10 v različnih koncentracijah. Nato smo z namenom 
povečanja stabilnosti rQ10 v disperziji SLN pripravili še disperzije SLN, katerim smo dodali 
tudi izbran hidrofilni AO. Velikost SLN z različnimi koncentracijami vgrajenega rQ10, ki 
smo jih izdelali brez AO, je bila v primerjavi s praznimi SLN (preglednica X, vzorec 1) večja 
(preglednica XI), in sicer za ~30-60 nm (pri vzorcu z vsebnostjo rQ10 6 mg/mL) in za ~60-
70 nm (pri vzorcu z vsebnostjo rQ10 12 mg/mL). Pri nižjih koncentracijah rQ10, je bila razlika 
v povprečni velikosti delcev med praznimi SLN in SLN z rQ10 manjša (priloga VIII) kar še 
dodatno nakazuje, da vgradnja rQ10 vpliva na velikost nanodelcev v disperziji SLN, in sicer 
se z višanjem koncentracije rQ10 povečuje tudi povprečna velikost delcev. PDI delcev se z 
vgradnjo rQ10 ni bistveno spremenil. Drugače je bilo pri ZP, ki je bil z višanjem 
koncentracije rQ10 v vzorcu manj negativen (-20,4 mV pri c(rQ10) = 1,5 mg/mL – priloga 
VIII in -14,1 mV pri c(rQ10) = 12 mg/mL - preglednica XI), kar kaže na manj elektrostatsko 
stabilizirano disperzijo SLN pri višji koncentraciji rQ10.  
Pri SLN z dodatkom antioksidantov sta bila povprečna velikost in PDI delcev večja pri vseh 
vzorcih, ne glede na koncentracijo vgrajenega rQ10. Parametra sta se pri GSH spremenila za 
poprečno 193 nm in 0,16, pri AK pa za 97 nm ter 0,08. Pri vgradnji rQ10 v SLN in dodatku 




dodatkom AO v primerjavi z vzorci z rQ10 brez AO bolj približal 0  (za ~10 mV), kar 
nakazuje na fizikalno manj elektrostatsko stabilizirano disperzijo SLN. Med vzorci z 
dodatkom različnih AO in rQ10 ni bilo razlik v ZP. Ugotovili smo torej, da je vgradnja rQ10 
vplivala na povprečni premer in polidisperzni indeks SLN ter ZP, predvsem pri vzorcih, ki 
so vsebovali tudi hidrofilni AO.  
Preglednica XI: Povprečna velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev in zeta potencial SLN v 
disperziji z vgrajenim rQ10 in z rQ10 ter hidrofilnim AO. 
 GSH AK 
Koncentracija 
dodanega rQ10 




Vzorec SLN  d [nm] PDI ZP 
[mV] 
6 mg/mL SLN + rQ10 162,9 0,27 -15,3 SLN + rQ10 195,6 0,26 / 
SLN + rQ10 
c(GSH) = 3 
mg/mL 
310,9 0,47 -2,1 SLN + rQ10 
c(AK) = 3 
mg/mL 
279,7 0,31 -2,4 
SLN + rQ10  
c(GSH) = 
0,6 mg/mL 
497,0 0,45 -4,6 SLN + rQ10  
c(AK) = 0,6 
mg/mL 
294,5 0,31 -6,9 
12 mg/mL SLN +  rQ10 191,5 0,26 -14,1 SLN + rQ10 205,0 0,29 / 
SLN + rQ10 
c(GSH) = 3 
mg/mL 
320,8 0,40 -2,2 SLN + rQ10 
c(AK) = 3 
mg/mL 
275,3 0,37 -2,7 
SLN + rQ10  
c(GSH) = 
0,6 mg/mL 
351,1 0,39 -4,6 SLN + rQ10  
c(AK) = 0,6 
mg/mL 
339,8 0,43 -5,3 





- Potrdili smo, da je izbrana metoda HPLC selektivna in linearna ter primerna za 
vrednotenje oQ10 in rQ10. 
- V okviru eksperimentalnega dela smo prilagodili predhodno razvito metodo 
redukcije oQ10. Spremenili smo parametre tako, da smo lahko uspešno reducirali 
višjo začetno koncentracijo oQ10 in dosegli večji delež rQ10 v vzorcu (> 95 %).  
- Med proučevanjem kemične stabilnosti rQ10 v raztopini smo ugotovili, da se 
vsebnost rQ10 zaradi nestabilnosti že po eni uri zmanjša za ∼5 %, zato je smiselno 
rQ10 stabilizirati preden ga vgradimo v delce. V ta namen smo rQ10 raztopili v 
EtOH abs. z dodatkom AKp ter tako dosegli boljšo stabilnost rQ10 kot v sami 
raztopini v EtOH abs. 
- Med pripravo SLN z vgrajenim oQ10 in kasneje pri pripravi vzorcev disperzij 
SLN za analizo HPLC je bil oQ10 izpostavljen povišani temperaturi, zaradi česar 
se je zmanjšala vsebnost oQ10 v vzorcu, zato smo karseda skrajšali čas 
segrevanja. To se je izkazalo za uspešno, saj smo tako uspeli doseči večjo 
vsebnost oQ10 (76 %), še vedno pa so bile prisotne izgube, katerih vzroka nismo 
uspeli identificirati.  
- Ugotovili smo, da je uporabljen postopek priprave vzorca za analizo HPLC 
ustrezen za določanje CoQ10 v disperzijah praznih SLN z dodanim oQ10, saj smo 
uspeli določiti 98,7 % teoretično prisotnega oQ10 v vzorcu.  
- Ugotovili smo, da že pri določanju vsebnosti rQ10, ki smo ga dodali v disperzijo 
praznih SLN, pride do velikih izgub (∼40 %). To je posledica nestabilnosti te 
oblike CoQ10 in glavni razlog, da je bila vgradnja rQ10 v SLN neuspešna. 
- Potrdili smo linearno odvisnost med odzivom rQ10 oziroma oQ10 in volumnom 
analiziranega vzorca disperzije praznih SLN s CoQ10 ter dokazali, da smo z 
uporabljenim postopkom priprave vzorca uspeli določiti ves Q10 v vzorcu tj. ni 
bilo zaostanka rQ10 v sedimentu po analizi vsebnosti. Tudi glede na ponovljivost 
(RSD < 5 % ) smo dokazali, da je naš postopek ustrezen. 
- Ugotovili smo, da dodatek AO poveča povprečno velikost delcev v disperziji 
SLN, a delce lahko s soniciranjem v ultrazvočni kadički ponovno dispergiramo; 




- Dokazali smo tudi, da je pri vgradnji AKp v SLN ZP bolj negativen, torej 
vgradnja AKp izboljša elektrostatsko stabilizacijo disperzij SLN, ki imajo dodan 
tudi hidrofilni AO.  
- Vgradnja oQ10 ali rQ10 v SLN vpliva na povprečno velikost delcev, in sicer se z 
višanjem koncentracije vgrajenega rQ10 povprečni premer delcev poveča. 
Vrednost ZP SLN z vgrajenim rQ10 je manj negativna, kar kaže, da se 
elektrostatska stabilizacija disperzij SLN zmanjša. V prihodnje bi bilo zato 
smiselno opraviti dodatne raziskave za boljšo fizikalno stabilizacijo disperzij 
SLN z vgrajenim CoQ10. 
- V okviru nadaljnjih raziskav bi bilo smiselno izboljšali in prilagodili postopek 
vgradnje CoQ10 v SLN ter preučiti še druge možnosti za stabilizacijo rQ10 pred 
vgradnjo v SLN, med shranjevanjem SLN in kasneje pri pripravi vzorca za 
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23. Brezovar L: Izdelava in stabilnost trdnih lipidnih nanodelcev s koencimom Q10 





Priloga I: Kromatogram raztopine standardov reducirane (retencijski čas 6,330 min) in oksidirane 
(retencijski čas 6,927 min) oblike koencima Q10  
 













Priloga III: Kromatogram SLN, ki vsebujejo oQ10 
 
Priloga IV: Kromatogram SLN, ki vsebujejo rQ10 
 
Priloga V: Preglednica: Vpliv topila za raztapljanje na uspešnost redukcije oQ10 
Vzorec Odziv rQ10 Odziv oQ10 rQ10 [%] 
rQ10 1,2 mg/mL v EtOH 3388,1 1139,0 93,7 
rQ10 1,2 mg/mL v EtOH+AKp 3556,0 1068,7 94,3 
rQ10 1,2 mg/mL v ACN 3506,0 1164,6 93,8 
rQ10 12 mg/mL v EtOH 3739,0 2114,5 89,8 





Priloga VI: Vpliv časa segrevanja na koncentracijo rQ10 v raztopini. 
Čas segrevanja Odziv rQ10 Koncentracija rQ10 [mg/L] Izkoristek [%] 
5 min  169,5 51,2 85,4 
10 min 116,0 35,3 58,8 
 
Priloga VII: Primerjava odzivov rQ10 in oQ10 ter delež rQ10 v odvisnosti od volumna disperzije SLN. 
Vzorec SLN [μL] Odziv rQ10 Odziv oQ10 rQ10 [%] 
300 μL 243,2 255,5 82,6 
200 μL 167,0 177,1 82,5 
100 μL 80,7 91,2 81,6 
 
Priloga VIII: Povprečna velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev in zeta potencial SLN v 
disperziji z dodanim rQ10 in z rQ10 ter hidrofilnim AO, z različnimi začetnimi koncentracijami rQ10. 
Začetna koncentracija rQ10 Vzorec SLN d [nm] PDI ZP [mV] 
1,5 mg/mL SLN + rQ10 156,6 0,24 -20,4 
SLN + rQ10 
c(AK) = 3 mg/mL 
183,3 0,28 -2,3 
SLN + rQ10  
c(AK) = 0,6 mg/mL 
178,6 0,28 -7,7 
3 mg/mL SLN + rQ10 179,5 0,26 -21,4 
SLN + rQ10 
c(AK) = 3 mg/mL 
262,6 0,28 -2,4 
SLN + rQ10  
c(AK) = 0,6 mg/mL 
283,2 0,29 -7,1 
6 mg/mL SLN + rQ10 179,8 0,24 -20,8 
SLN + rQ10 
c(AK) = 3 mg/mL 
345,7 0,42 -2,18 
SLN + rQ10  
c(AK) = 0,6 mg/mL 
346,4 0,44 -6,7 
 
